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(54) Title: KIT, METHOD AND MICROARRAY FOR DETERMINING THE SEX OF A HUMAN FOETUS 

r<l (54) Bezeichnung: KIT, VERFAHREN UND M1KROARRAY ZUR BEST1MMUNG DES GESCHLECHTES LINES MENSCH- 
^ LICHEN FOTUS 

^ (57) Abstract: The invention relates to a diagnosis kit for determining the sex of a human foetus from a maternal blood sample, 
O comprising at least one pair of oligonucleotides (reverse primer, forward primer), the two oligonucleotides of a pair being suitable as 
tH a primers for amplifying one of the two complementary strands of the DNA segment sought, respectively, by means of polymerase 
^ chain reaction, said DNA segment being part of the human Y chromosome. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Diagnose-Kit fur die Bestimmung des Geschlechtes eines menschlichen Ftitus 
Q aus einer mUtterlichen Blutprobe mit mindestens einem Paar Oligonukleotide (Reverseprimer, Forwardprimer), wobei die beiden 

Oligonukleotide eines Paares als Primer zur Amplification mittels Polymerasekettenreaktion jeweils eines der beiden komplemen- 
^ taren Strange eines gesuchten DNS-Abschnittes geeignet sind, derTeil des menschlichen Y-Chromosomes ist. 
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Kit, Verfahren und Mikroarray zur Bestimmung des Ge- 
schlechtes eines menschlichen Fotus 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Dia- 
gnose-Kit, ein Verfahren, ein Mikroarray sowie deren 
Verwendung zur Bestimmung des Geschlechtes eines 
menschlichen Ftttus. Derartige Diagnose-Kits, Verfah- 
ren und Mikroarrays werden im Bereich der Medizin, 
insbesondere der Pranatal-Diagnose, verwendet. 

Ziel derartiger PrSnatal-Diagnosen ist es, das Ge~ 
schlecht eines Kindes im Rahmen der jeweiligen ge- 
setzlichen Bestimmungen zu einem mSglichst frtthen 
Zeitpunkt der Schwangerschaf t zuverlassig zu erfas- 
sen. Hierftir stehen nach dem Stand der Technik zum 
einen ab der 9. Schwangerschaf tswoche sowohl die Cho- 
rionzottenbiopsie als auch die Amniozentese zur Ver- 
fttgung. Beide Verfahren sind jedoch invasiv und risi- 
kobehaftet, da es in der Folge derartiger Eingriffe 
zu einem spontanen Abort oder Verletzungen des Ftitus 



WO 01/71026 



2 



PCT/EP01/03133 



kommen kann. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung 1st es daher, ein 
Diagnose-Kit, ein Verfahren, ein Mikroarray sowie 
Verwendungen hierfiir anzugeben, mit denen eine sehr 
frtlhzeitige, sichere, nicht-invasive und zuveriassige 
Bestimmung des Geschlechtes eines. menschlichen Ftitus 
moglich 1st. 

Diese Aufgabe wird durch das Diagnose-Kit nach An- 
spruch 1, das Verfahren nach Anspruch 24, den Mikro- 
array nach Anspruch 21 sowie die Verwendung nach An- 
spruch 31 gelost. Vorteilhafte Weiterbildung des er- 
findungsgemafien Diagnose-Kits, Verfahrens sowie des 
Mikroarrays bzw. der erf indungsgemafien Verwendung 
sind- in den jeweiligen abhangigen Anspruchen gegeben. 

Das erf indungsgemafle Diagnose-Kit enthait mindestens 
ein Paar Oligonukleotide, die als Reversep rimer und 
Forwardprimer bei der Amplif ikation mittels Polyme- 
rasekettenreaktion erforderlich sind. Derartige Oli- 
gonukleotide werden auch bei dem erf indungsgemafien 
Verfahren eingesetzt. Die Oligonukleotide der Paare 
sind dabei so ausgesucht, dafi bei Einsatz dieser Oli- 
gonukleotide in einer Polymerasekettenreaktion ein 
DNS-Abschnitt einer menschlichen DNS erfolgt, der 
Teil der DNS des menschlichen Y-Chromosomes ist. Er- 
folgt eine Amplifikationen eines DNS-Abschnittes bei 
einer derart durchgeftihrten Polymerasekettenreaktion, 
so kann einfach festgestellt werden, ob ein Y- 
Chromosom in der untersuchten DNS-Substanz vorliegt 
Oder nicht. Folglich lafit sich sicher feststellen, ob 
der F6tus mannlichen (Y-Chromosom positiv) Oder weib- 
lichen Geschlechts (Y-Chromosom negativ) ist. 

Vorteilhafterweise weisen die Oligonukleotide die 
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folgenden Sequenzen auf: 

GAA TGT ATT AGA ATG TAA TGA ACT TTA und 
TTC CAT TCC ATT CCA TTC CTT TCC TTT, 

wobei letztere Sequenz vorteilhafterweise mit dem 
Fluorophor Carboxy fluorescein markiert ("Fam") ist. 
In diesem Falle kann ein einfacher Nachweis amplif i- 
zierter DNS tiber die von diesem ausgesandte Fluores- 
zenzstrahlung erfolgen, beispielsweise mittels des 
Gerates PE ABI Prism Genetic Analyzer 310™ der Firma 
PE Biosystems; 

Vorteilhafterweise werden bei dem Verfahren einge- 
setzt bzw. enthait das Diagnose-Kit ein zweites Pri- 
merpaar, das zur Amplif ikation einer DNS geeignet 
ist, die Teil des menschlichen X-Chromosomes ist. In 
diesem Falle ist es weiterhin moglich, das grundsatz- 
lich immer vorliegende f6tale X-Chromosom sowie die 
beiden mtttterlichen X-Chromo somen zu detektieren bzw. 
bei einer quantitativen Auswertung auch das Vorliegen 
zweier fStaler X-Chromosomen neben den beiden mtltter- 
lichen X-Chromosomen zu erfassen. In letzterem Falle 
liegt dann ein Fotus weiblichen Geschlechtes vor. 
Grunds&tzlich kann jedoch dieses Primerpaar auch dazu 
verwendet werden, einen Standard bzw. eine Kontrolle 
fur den korrekten Ablauf der Amplif ikation zu erhal- 
ten. 

Dieses zweite Primerpaar enthait vorteilhafterweise 
zwei Oligonukleotide mit folgenden Sequenzen: 

CTG TGC TCT CAA AAC CCA CC und 
CAC TGC AGC AAT AAA ATA GT, 

wobei die erste dieser beiden Sequenzen mit dem Fluo- 
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rophor 4,7,2' , 4 ? , 5' , 7 1 -Hexachloro-S-Carboxy- 
fluorescein ("Hex") markiert 1st. Die Auswertung er- 
folgt dann wie oben beschrieben. 

Vorteilhafterweise enth&lt das Diagnose-Kit weiterhin 
die zur Durchfiihrung einer Polymerasekettenreaktion 
erforderlichen Substanzen, wie sie bereits von ver- 
schiedenen Herstellern angeboten werden. 

Der Nachweis des Y-Chromosoms kann auch mittels eines 
Oligonukleotid-Mikroarrays, z.B. eines DNA- Chips, er- 
folgen, wobei die einzelnen Zellen des Chips Oligonu- 
kleotide aufweisen, die spezifisch mit bestimmten Ab- 
schnitten der DNS des Y-Chromosoms hybridisieren. Zum 
Aufbau und Einsatz von DNS-Chips wird allgemein bei- 
spielhaft auf die EP 0 373 203 verwiesen. Der Nach- 
weis kann dabei ohne Amplif ikation direkt oder auch 
erst nach Amplif ikation des gesuchten DNS-Abschnittes 
erfolgen. In gleicher Weise kann der Nachweis ohne 
Oder erst nach Restriktionsverdau der DNS des Y- 
Chromosoms bzw. eines amplif izierten DNS-Abschnittes 
hiervon in kleinere DNS-Abschnitte durchgefUhrt wer- 
den. 

Das erfindungsgemSfie Diagnose-Kit, das erfindungsge- 
maJSe Verfahren sowie der erfindungsgemafle Mikroarray 
besitzen den groilen Vorteil, dafi jeder Laborarzt und 
jedes medizinische Labor sowie jedes wissenschaf tli- 
che Labor, das derartige Untersuchungen durchflihren 
mSchte, die wesentlichen bzw. samtliche aufeinander 
abgestimmte Substanzen gegebenenf alls in einem einzi- 
gen Diagnose-Kit zur VerftAgung erhalt, so dafi die 
aufwendigsten bzw. jegliche Vorbereitungsarbeiten fttr 
die Labore entfallen und auf einfache Weise das Ge- 
schlecht eines Fotus bestimmt werden kann. Insbeson- 
dere sind die Primer-Oligonukleotide bereits entwik- 
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kelt und ausgetestet, so dafl die Hauptarbeit bei der 
Entwicklung entsprechender Amplif ikationsprozeduren 
entfSllt. Denn die Auswahl geeigneter Oligonukleoti- 
de, die dann in der Praxis auch tatsachlich zu dem 
gewttnschten Resultat fUhren, ist keineswegs trivial 
und ftir ein medizinisches Oder wissenschaf tliches La- 
bor nicht ohne weiteres durchzuftihren. 

Damit. ist es erstmals mSglich, die Bestimmung des Ge- 
schlechtes eines Fotus aus dem Blut der Mutter nicht- 
invasiv im groflen Mafistab und am jeweiligen Ort auf 
einfache und kostengtinstige Weise durchzuftihren. Denn 
hierzu benotigt der einzelne Laborarzt bzw. das ein- 
zelne medizinische Labor lediglich noch eine Tisch- 
zentrifuge, einen herk5mmlichen Thermocycler (PCR- 
Gerat) sowie gegebenenf alls ein Gerat zur Auftrennung 
der einzelnen amplif izierten DNS-Fragmente. Derartige 
Gerate sind jedoch in vielen medizinischen Labors be- 
reits vorhanden. 

Dies kann beispielsweise eine Gelelektrophorese- 
Einheit Oder eine Kapillarelektrophoresegerat sein. 
Ein derartiges herkommliches Kapillarelektrophorese- 
gerat wird beispielsweise von PE Biosystems™ unter 
dem Namen "PE ABI Genetic Analyzer 310"™ vertrieben. 
Entsprechende Thermocycler ftir die Amplif ikation der 
DNS werden beispielsweise von der Firma PE Biosy- 
stems™ unter dem Namen "Gene Amp 2400"™ bzw. auch 
"Gene Amp 9700"™ vertrieben. 

Statt einer analytischen Auftrennung der Amplifikate 
kann, wie oben beschrieben, der erf indungsgemaiie Nu- 
kleotid-Mikroarray eingesetzt werden, wobei die ent- 
sprechenden Amplifikate mit entsprechenden Oligonu- 
kleotiden bestimmter Zellen des Mikroarrays hybridi- 
sieren und deren Bindung so nachgewiesen wird. 
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ErfindungsgemaB kanxvdas Diagnose-Kit und das Verfah- 
ren sowie der Mikroarray auch dahingehend weiterge- 
bildet werden, daS im Falle des Diagnose-Kits nicht 
nur Oligonukleotide ftir die Bestimmung des 
Geschlechtes des F5tus wie oben beschrieben, sondern 
auch weitere Oligonukleotid-Paare ftir weitere Bestim- 
mungen beigegeben bzw. im Falle des Verfahrens Oder 
Mikroarrays verwendet werden. 

In diesem Falle ist es deia Anwender mGglich, auf ein- 
fache Art und Weise nicht nur eine Bestimmung des Ge- 
schlechtes des Fotus, sondern zugleich auch weitere 
molekularbiologische Tests durchzuftthren. 

Erf indungsgemafi wird das Verfahren, das Diagnose-Kit 
bzw. der Mikroarray verwendet, indem zuerst eine ma- 
ternale Blutprobe genommen wird- Diese maternale 
Blutprobe kann nun auf verschiedene Weise weiterver- 
arbeitet werden. 

Zum einen werden die DNS-haltigen Bestandteile der 
maternalen Blutprobe anschlieflehd auf konzentriert . 
Dies erfolgt beispielsweise durch Blutsatz, gegebe- 
nenfalls untersttitzt durch Anzentrifugation zur Be- 
schleunigung der Sedimentation der zelluiaren Be- 
standteile. Durch diesen Schritt konzentriert sich 
die Zellfraktion in einem Blutsatz, der sich fttr die 
nachfolgende DNS-Isolierung eignet. 

Der Blutsatz wird aufgenommen und eine Lyse der mtit- 
^ terlichen Erythrozyten sowie der nukleierten fotalen 

Erythrozyten durchgeftihrt, wodurch die DNS aus den 
fatalen Erythrozyten freigesetzt wird. 

Anschlieflend erfolgt eine hochtourige Zentrifugation, 
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beispielsweise bei 50.000 g fttr 30 Minuten, die zu 
einer Pelletierung von Zellen der Mutter und des Fe- 
tus (z.B. Lymphozyten) , der aus den fotalen Erythro- 
zyten f reigesetzten DNS des Fotus sowie zellfreier 
DNS vom FStus mit Herkunft aus diversen Zelltypen, 
f tlhrt . 

Daraufhin wird das Pellet aufgenommen und es erfolgt 
eine Lyse der Lymphozyten sowohl mtitterlicher als 
auch f Staler Herkunft. Nach Proteinf ailung werden die 
Proteine abzentrifugiert . Im Uberstand befindet sich. 
dann freie DNS der Mutter und des Fotus, 

Dleser Uberstand wird abzentrifugiert. Das Pellet 
enthalt dann die DNS von Mutter und FStus und wird 
anschliefiend rehydriert. 

Zum anderen kann ftir die Gewinnung der nachzuweisen- 
den DNS neben Gewebeproben oder forensischen Proben 
des FStus selbst oder Amnionf Itissigkeit auch das . 
Plasma/Serum der maternalen Blutprobe verwendet wer- 
den. Hierftir wird gegebenenf alls zuerst mittels Blut- 
satz die Zellfraktion der Mutter und des FStus in der 
Blutprobe absinken lassen oder durch Anzentrifugieren 
abgetrennt. Der Uberstand enthalt dann zellfrei DNS, 
insbesondere zellfreie fotale DNS. Diese zellfreie 
DNS aus dem Plasma/Serxim kann nun direkt abgetrennt 
werden. Bei diesem Verfahren wird der Anreicherungs- 
schritt fUr die Zellen aus der ersten Variante ver- 
iaieden. Denn eine Anreicherung oder Trennung der im 
Plasma/Serum enthaltenen DNS von Mutter und FStus ist 
nicht erforderlich, da in dem Plasma/Serum etwa 800 
mal mehr fGtale DNS vorhanden ist als fotale DNS aus 
fotalen Zellen, die im mUtterlichen Blut zirkulieren. 
Der Anteil der fotalen DNS an der gesamten im Plasma 
enthaltenen DNS liegt zwischen ca. 3 % und 7 %. Ins- 
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gesamt nimmt dabei die zellfreie fotale DNS im Laufe 
der Schwangerschaft stetig zu, im letzten Trimester 
der Schwangerschaft so gar sehr stark. 

In einem weiteren Schritt kann dann diese zellfreie 
fotale DNS aus dem Plasma/ Serum in herkbmmlicher Wei- 
se, beispielsweise mit kommerziell erhaltlichem Kit, 
isoliert werden und ist damit fttr die weitere Unter- 
suchung zuganglich. 

Sowohl die DNS, die aus den ftttalen nukleierten Zel- 
len aus der maternalen Blutprobe als auch die DNS, 
die aus dem Serum/Plasma der maternalen Blutprobe ge- 
wonnen wurde, wird anschlieBend weiterverarbeitet, 
indem eine spezifische Amplif ikation der nachzuwei- 
senden DNS-Abschnitte in der in dem Pellet enthalte- 
nen DNS mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) bzw. 
Multiplex-PCR durchgeftihrt wird. Hierzu werden nun 
das erf indungsgemaUe Diagnose-Kit bzw. die darin ent- 
haltenen Primer-Paare verwendet. 

Anschlieiiend wird die amplif izierte DNS nachgewiesen. 
Dies kann einerseits durch einen erf indungsgemafien 
Mikroarray oder auch durch Auftrennen tiber Gelelek- 
trophorese erfolgen. Sofern eines der Oligonukleotide 
aus einem Primer-Paar mit einem Fluorophor markiert 
ist, kann der Nachweis auch ttber die Detektion der 
entsprechenden Fluoreszenz erfolgen. Dies kann bei- 
spielsweise mittels eine Genetic Analyzers 310™ der 
Firma PE Biosys terns™ erfolgen. Letzteres Verfahren 
weist eine sehr hohe Sensitivitat und Zuveriassigkeit 
auf . 

Die erhaltenen Fluoreszenzdaten werden ausgewertet 
und als Nachweis fttr das Geschlecht des Fotus einge- 
setzt . 
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Wird beispielsweise wie oben beschrieben oder auch an 
einer Zelle eines Mikroarrays eine Fluoreszenz er- 
fafit, die von einem Oligonukleotid herrtihrt, das zu 
dem Primer-Paar geh5rt, das zur Amplif ikation eines 
DNS-Abschnittes aus einem Y-Chromosom geeignet ist, 
so liegt zwangsiaufig bei dem F6tus das m£nnliche Ge- 
schlecht vor, da die miitter lichen Bestandteile in der 
Blutprobe selbst kein Y-Chromosom aufweisen. Wird zu- 
gleich ein Primer-Paar eingesetzt, das zur Amplifika- 
tion von DNS geeignet ist, die in dem menschlichen X- 
Chromosome enthalten ist, so. sollte auch diese DNS 
amplif iziert worden und nachweisbar sein. 

Wird lediglich das X-Chromosome nachgewiesen, so kann 
auf das weibliche Geschlecht des F5tus geschlossen 
werden. 

Bei diesem Verfahren ist zu beachten, daJl vorteilhaf- 
terweise keine Trennung der Bestandteile der materna- 
len Blutprobe beispielsweise in eine zellulare oder 
nichtzelluiare Fraktion oder beispielsweise in eine 
Fraktion mit ausschlieSlich maternalen bzw. aus- 
schlieBlich .f6talen Bestandteilen durchgeftlhrt wird. 
Das Verfahren ist daher sehr einfach durchzuftthren. 

Im folgenden sollen einige Beispiele erf indungsgema- 
fler Kits beschrieben werden, 

Figur 1 zeigt ein Trenngel; 

Figur 2 zeigt Ergebnisse einer Fluoreszenzauswertung; 

Figur 3 zeigt ein weiteres Trenngel; 

Figur 4 zeigt eine zu Figur 3 parallele Fluores- 
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zenzauswertung; und 

Figur 5 zeigt eine weitere Fluores zenzauswertung . 

Als Beispiel eines erf indungsgemaJSen Verfahrens wurde 
einer Schwangeren eine frische Blutprobe entnommen 
und in EDTA-Puffer, beispielsweise in standardisiert 
kommerziell verfttgbaren EDTA-Rohrchen, auf genommen. . 
AnschlieJiend wurde tiber Nacht ein Blutsatz durchge- 
fiihrt. Alternativ kann die Probe auch bei geringen g- 
Werten anzentrifugiert werden. Von diesem Blutsatz 
wurden 500 pi in 900 pi Erythrozyten-Lysis-Puf f er des 
Wizard®-Kits der Firma Promega® auf genommen. Darauf- 
hin wurde in einer Sorvall®-Zentrifuge (Rotor SM 24) 
ftir 30 Minuten bei 50.000 g zentrifugiert . Hierdurch 
werden die vorwiegend maternalen Lymphozyten sowie 
die nach der Lysis der kindlichen Erythrozyten zell- 
frei vorliegende DNS pelletiert. 

Aus dem Pellet wird nun mittels eines herkommlichen 
kommerziellen DNS-Isolierungs-Kit iz.B. Wizard-Kit 
der Firma Promega®) die DNS isoliert. Die gewonnene 
DNS wird in 20 jil Rehydrierungs-Losung gemSJi den je- 
weiligen DNS-Isolierungs-Kit auf genommen. 

Mit der so gewonnenen DNS wird nun eine Polymerase- 
Kettenreaktion (PCR) mit den folgenden Primern XI, X2 
Yl, Y2 durchgeftihrt: 

XI CTG TGC TCT CAA AAC CCA CC, 

X2 CAC TGC AGC AAT AAA ATA GT, 

Yl GAA TGT ATT AGA ATG TAA TGA ACT TTA, 

Y2 TTC CAT TCC ATT CCA TTC CTT TCC TTT. 

Der Primer XI ist dabei mit dem grtinen Fluores zenz- 
farbstoff HEX (4, 1, 2 1 , 4 5' , 7 ' -Hexachloro-6- 
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Carboxyfluorescein) und der Primer Y2 mit dem blauen 
Fluoreszenzfarbstoff EBM (Carboxyfluorescein der Fir- 
ma PE Biosystems®) markiert. 

Das erfindungsgem&fie Kit enthalt sSmtliche Substan- 
zen, die ftir die PCR n5tig sind- Im vorliegenden Bei- 
spiel ist dies der folgende PCR-Mastermix: 



gDNS 


7 jal • 


Taq-Puf fer 


10 pi 


MgCl 2 


8 ill 


Nukleotide 


2 pi 


Primer XI 


1 ul 


Primer X2 


1 ul 


Primer Yl 


1 ui 


Primer Y2 


1 ui 


H 2 0 


68,5 ul 


Taq- Polymerase 


0,5 ul 



Taq-Puffer bezeichnet dabei einen Taq DNA Polymerase 
Storage Buffer (Taq-Buffer B) , der in wafiriger LSsung 
enthalt: Tris-HCI 20 mM (pH=8,0 bei 25 °C) , KC1 
100 mM, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, Glycerol 50 % (v/v) , 
Tween20 0,5 % (v/v) , Nonidet-P40 0,5 % (v/v) und bei- 
spielsweise von Promega Corp. (Cat. -No: M166B) ver- 
trieben wird. 

Als Taq-Polymerase kann eine herkommliche Polymerase 
z.B. der Firma Promega® eingesetzt werden. Es werden 
insgesamt im vorliegenden Beispiel 7 PCR-Reaktionen 
durchgefUhrt, die sich durch die verwendete DNS- 
Template-Konzentration im PCR-Ansatz unterscheiden: 
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Ansatz 1 (Al) : 




1000 ng 


Ansatz 2 (A2) : 




500 ng 


Ansatz 3 (A3) : 




400 ng 


Ansatz 4 (A4) : 




300 ng 


Ansatz 5 (A5) ; 




200 ng 


Ansatz 6 (A6) * 




100 ng 


Ansatz 7 (A7) 




50 ng 



Die PCR-Reaktion selbst wurde mit folgenden Thermozy- 
klen geftihrt: 

94 °C ftir 5 Minuten 

35 Zyklen mit der folgenden Abfolge: 

"94 °C ftir 1 Minute, 55 °C ftlr 45 Sekunden und 72 °C 
ftir 45 Sekunden; 

abschlieilend 72 °C ftir 5 Minuten. 

Die Primer XI und X2 als Forwardprimer und Reverse- 
primer sind so ausgewahlt, dafi bei Vorliegen eines X- 
Chromosomes ein Fragment mit einer Lange von 207 Ba- 
senpaaren amplifiziert wird, wahrend die Forward- und 
Reverseprimer Yl und Y2 so ausgewahlt sind, dafi sich 
bei Vorliegen eines Y-Chromosomes ein Fragment mit 
einer L£nge von 248 Basenpaaren amplifiziert wird. 
Die Auswertung kann man nun beispielsweise tiber eine 
Gelelektrophorese verfolgen, was in Figur 1 darge- 
stellt ist. Hierzu wird ein 2,5 %-iges Gel (Seakem 
LE® Biozym®) gegossen. Von den einzelnen PCR-Ansatzen 
wurden nach Amplif ikation gemafi dem obigen PCR- 
Protokoll jeweils 20 \il in die einzelnen Taschen des 
Agarose-Gels aufgetragen. Weiterhin wurde ein Marker 
(100 bp-Lei ter) aufgetragen und das Gel bei einer 



WO 01/71026 



13 



PCT/EP01/03133 



Spannung von 100 mV fttr 45 Minuten zur Auftrennung 
lauf engelassen. 

Figur 1 zeigt die Bahnen der jeweiligen Ansatze Al 
bis A7 sowie jeweils benachbart zu Al bzw. A7 je eine 
mit SI bzw. S2 bezeichnete Bahn, die Standards ent- 
halten. SSmtliche Bahnen Al bis A7 lassen die beiden 
Banden, die mit X bzw. Y bezeichnet sind, erkennen. 
Es handelt sich dabei um Banden ftir Nukleotidlangen 
von. 207 Basenpaaren (X) bzw. 248 Basenpaaren (Y) . 

Zwar wird bei dem vorgeschlagenen Verfahren bei Ver- 
wendung miitterlicher Blutproben als Ausgangsmaterial 
auch immer miitterliche DNS mitamplif iziert, so daii 
eine Bande ftir X-Chromo somen immer vorhanden sein 
sollte. Die Anwesenheit einer Bande mit 248 Basenpaa- 
ren ftir das Y-Chromosom weist jedoch eindeutig auf 
das Geschlecht des Fetus als mannlich hin. 

Erfindungsgem£13 ist eine besonders einfache Analyse 
der PCR-Produkte mOglich mittels Genetic Analyzer ABI 
310® von PE Biosystems®. Ein derartiger Nachweis ist 
in Figur 2 ftir das vorliegende Beispiel dargestellt. 
Hierbei wurden von den einzelnen PCR-AnsStzen Al bis 

jeweils. 1:10 Vorverdtinnung angelegt- und fttr die 
ABI-Fragmentanalyse dann jeweils 1 ytl der einzelnen 
Vorverdtinnungen verwendet. 

Figur 2 zeigt die Ergebnisse der einzelnen PCR- 
Ans&tze Al bis A7. Es ist leicht zu erkennen, daJ3 
auch bei dieser Analysemethode jeweils Fluoreszenz- 
Peaks nachgewiesen werden, die einer LSnge von 2 07 
Basenpaaren (bezeichnet mit X) und 248 Basenpaaren 
(bezeichnet mit Y) entsprechen. Auch hier steht also 
das Geschlecht des Fdtus als mannlich fest. In den 
jeweiligen Auswerteergebriissen sind weitere Peaks mit 
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S bezeichnet, die einen internen zugegebenen Standard 
(Rox-Standard) darstellen. Diese Peaks sind nicht in 
samtlichen Darstellungen Al bis A7 einzelnen bezeich- 
net , entsprechen sich jedoch jeweils. 

Mit diesem Verfahren (Genetic-Analyzer 310 ABI) kann 
mittels fluoreszenzmarkierter Primer eine weitaus hO- 
here Sensitivit&t als mit herkommlicher Gelelektro- 
phorese erzielt werden, wodurch sich dieses Verfahren 
besonders ftir die vorliegende Erfindung eignet. 

Die fotalen Erythrozyten kSnnen auch vor der Polyme- 
rasekettenreaktion in der maternalen Blutprobe ange- 
reichert werden. In einem ersten Beispiel erfolgt die 
Anreicherung durch eine Percoll™-Dichtegradienten- 
Zentrifugation. Bei einer konstanten Zentrifugalkraf t 
und Mediumviskositat ist die Sedimentations rate von 
Partikeln proportional zur PartikelgrOiie. Diese Ge- 
setzm&fiigkeit nutzt das Verfahren der Dichtegradien- 
ten-Zentrifugation, wobei in diesem Beispiesl Per- 
coll™ als Zentrifugationsmedium verwendet wird. Bei 
Percoll™ handelt es sich urn ein Silika-Derivat, das 
standardmaliig zur Anreicherung/Trennung von subzellu- 
laren Partikeln verwendet wird. 

ZunSchst wird ein kontinuierlicher Percoll-Gradient 
erzeugt, der einen Dichtebereich von 1,02 - 1,13 g/ml 
abdeckt. Daftir werden 14 ml einer Percoll TM -NaCl- 
Losung (0,15 M NaCl), die eine Dichte von 1,07 g/ml 
aufweist, 30 min bei 20000 g in einem Festwinkelrotor 
Typ F 0630 (Beckman -Coulter) zentrifugiert . Anschlie- 
fiend wird der so erzeugte kontinuierliche Gradient 
mit 5 ml EDTA-Vollblut, d.h. in EDTA-Puffer bei- 
spielsweise in standardisierten, kommerziell verftig- 
baren EDTA-R5hrchen, auf genommenes Vollblut, ttber- 
schichtet und 15 min bei 1000 g zentrifugiert. Nach 



WO 01/71026 



15 



PCT/EP01/03133 



dies em Zentrifugationsschritt verbleiben u.a. die 
Thrombozyten in der Serumschicht oberhalb des Gra- 
dienten und werden mit einer Pasteurpipette entfernt. 
Ein zweiter Zentrifugationsschritt bei 1000 g ftir 15 
min fQhrt schliefllich zur Trennung der verbliebenen, 
unterschiedlichen Blutzelltypen entsprechend ihrer 
jeweiligen isopycnischen Dichten. Die Sedimentations- 
schicht mit mono-nuklearen Blutzellen wird anschlie- 
Bend mit einer Pasteurpipette entnommen, dreimal mit 
Phosphat-Puffer-Saline (PBS, pH=7,4) gewaschen und 
schliefllich in 1 ml PBS resuspendiert. Phosphat- 
Puffer-Saline (PBS, pH=7,4) enthait in waflriger Lo- 
sung KC1 0,2 g/1, KH 2 P0 4 0,2 g/1, NaCl 8,0 g/1 und 
Na 2 HP0 4 1,15 g/1 und wird beispielsweise von Life 
Technologies (Cat. -No.: 14190-094) vertrieben. Die 
DNS der mononuklearen Blutzellen wird dann durch die 
Standardprozeduren des "QIAamp Blood Kit" (Qiagen, 
Hilden) isoliert und kann far eine Multiplex-PCR ein- 
gesetzt werden. 

In einem zweiten Beispiel wurden die fotalen, kern- 
haltigen Erythrozyten mittels FACS-Durchf lufizyto- 
metrie (FACS = f luoreszenzassoziierte Zellsortierung) 
isoliert. Es erfolgt zunachst eine Anreicherung aller 
mono-nuklearer Blutzellen mittels Percoll-Dichte- 
gradienten-Zentrifugtation (siehe oben) . Die Sedimen- 
tationsschicht' mit mononuklearen Blutzellen wird da- 
bei mit einer Pasteurpipette entnommen, dreimal mit 
Phosphat-Puffer-Saline (PBS, pH=7,4) gewaschen und 
schliefilich in 1 ml PBS resuspendiert. 

Im Anschlufi an die Dichtegradienten-Zentrifugation 
werden 800 ul der erhaltenen Blutzellsuspension far 
60 min bei 4 °C mit einem Phycoerythrin-konjugierten 
monoklonalen Antik5rper, Hersteller: BD PharMingen 
(Cat. No.: 32595A) Klon: GA-R2 (HIR2) Isotype: Mouse 
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IgG 2 t>r k gegen das GlycophorinA-Oberf lachenprotein 
und einem Fluorescein-Isothiocyanat (T9-FITC) -kon- 
jugierten monoklonalen Antikorper, Hersteller: BD 
PharMingen (Cat. -No.: 30984X) Klon: CB38 (NL07) Iso- 
type: Mouse IgM, k gegen den Transferrin-Rezeptor 
(CD36) inkubiert bzw. markiert. Ein dritter Fluores- 
zenzkanal wird benutzt ftlr die negative Diskriminie- 
rung von T-, B- und NK-Zellen. Die Endkonzentration 
beider AntikOrper betragt jeweils 0,2 yig pro 10 7 ■ Zel- 
len. Die markierten Zellen werden zweimal mit PBS ge- 
waschen und im AnschluJJ werden 10 7 Zellen in 1 ml PBS 
resuspendiert . 

Fur die Isolierung kernhaltiger Erythrozyten wird ein 
FACS Vantage SE-Durchf luflzytometer (Becton-Dickinson) 
verwendet. Das System ist mit einem wassergektihlten 
Doppelwellenlangen-Argon-Laser (Emmissionswellenian- 
gen 488 nm und 365 nm - UV) und einem luf tgektihlten 
Helium-Neon- (HeNe) Laser konfiguriert und mit fluo- 
reszierenden Beads (Becton Dickinson) kalibriert. Das 
CellQuest Programm, Hersteller: Becton Dickinson, 
Version: 3.3 (Cat. -No.: 342182) wird verwendet ftir 
die Datenaufnahme, Instrumentkontrolle, sowie die 
statistische Auswertung. Die Sortierung der Blut zel- 
len erfolgt mit Zellraten von 20000 - 25000 Zellen 
pro Sekunde, wobei die ZellgrOIie ("forward scatter") , 
und die Granularitat, sowie die Oberf lachenstruktur 
("side scatter"), die Emission der grtlnen Fluoreszenz 
(Transferin-Rezeptor, T9-FITC) , die Emission der 
orangen Fluoreszenz (GlycophorinA, KC16-Rd) sowie die 
Emission der roten Fluoreszenz ftlr die tlbrigen Para- 
meter, wie CD45, CD3, CD19 und CD16/56 (APC oder Cy5 
markiert), als Selektionskriterien verwendet werden. 
Urn eine zusatzliche Diskriminierung von kernhaltigen 
Zellen zu gewahrleisten wird der Kernf arbstof f 
Hoechst 33342 eingesetzt. Die Anregung erfolgt 
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gleichzeitig mit der UV-Linie des Argon-Lasers . Die 
sortierten Zellen werden direkt in ein 1,5 ml Reakti- 
onsgefafi, das mit 1 ml PBS geftlllt ist, tiberftlhrt und 
k5nnen bei -20 °C gelagert werden. 

Auch hier kann die DNS der mononuklearen Blut zellen 
anschlieliend durch die Standardprozeduren des "QIAamp 
Blood Kit" (Fa, Qiagen, Hilden) isoliert und ftlr eine 
Multiplex PCR wie im folgenden beschrieben, einge- 
setzt werden. 

Mit der so isolierten DNS aus kernhaltigen ffitalen 
Erythrozyten wird dann die PCR durchgeftthrt . 

Figur 3 zeigt ein weiteres Beispiel eines .Trenngels. 
Die Probenvorbereitung erfolgte dabei so wie im vor- 
hergehenden Beispiel ftlr die Figuren 1 und 2. Dabei 
wurde jedoch zum einen eine Probe ftlr einen weibli- 
chen F5tus und einen mannlichen F6tus sowie eine Kon- 
trollprobe untersucht. In den Spuren 1 und 7 ist je- 
weils eine 100 bp-Leiter aufgetragen. Die Spur 2 ent- 
hait dabei die Probe ftlr den mannlichen F5tus und 
Spur 4 diejenige ftlr den weiblichen F5tus wahrend 
Spur 6 die Kontrollprobe enthalt. Wie zu erkennen 
ist, findet sich in Spur 4 lediglich das Fragment mit 
einer Lange von 207 Basenpaaren, wahrend in Spur 2 
sowohl eine Bande bei 207 Basenpaaren als auch eine 
Bande bei 248 Basenpaaren auftritt. 

Figur 4 zeigt die Proben aus Figur 3 nach Analyse 
mittels einer ABI-Frequenzanalyse. Figur 4A zeigt da- 
bei die Probe far den mannlichen Fetus, bei dem so- 
wohl ein Fragment bei 207 Basenpaaren fur ein X- 
Chromosom als auch ein Fragment bei 248 Basenpaaren 
far ein Y-Chromosom auftritt. In Figur 4B, der Analy- 
se der Probe fur den weiblichen F5tus, erscheint dem- 
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gegeniiber lediglich eine Ban.de bei 207 Basenpaaren, 
was auf das Fehlen eines Y-Chromosoms hinweist. Die 
Ergebnisse der Figuren 3 und 4 entsprechen sich folg- 
lich vollstandig. 

Figur 5 zeigt ein weiteres Anwendungsbei spiel, bei 
dem fotales DNA-Ausgangsmaterial aus EDTA-Vollblut 
(etwa 5 ml) einer Schwangeren verwendet wurde. Zu- 
nachst wird durch Zentrifugation das Plasma der ma- 
ternalen Blutprobe gewonnen. Zu diesem Zweck wird das 
EDTA-Vollblut .zweimal bei 3000 g ftir 30 min zentrifu- 
giert- Aus dem Oberstand bzw. Plasma wird anschlie- 
fiend liber ein handelstibliches DNA-Isolierungs Kit 
(QIAamp DNA Blood Kit Oder QIAamp UltraSens Virus 
Kit, Qiagen, Hilden) die genomische DNA extrahiert, 
die neben maternalen Erbmolektilen auch fStales Mate- 
rial enthalt. Die extrahierte DNA dient dann als Tem- 
plate ftir die beschriebene PCR-Reaktion. 

Die verwendeten Oligonukleotide ftir die Polyme- 
rasekettenreaktion und die DurchfUhrung der Polyme- 
rasekettenreaktion erfolgt wie oben im Beispiel zu 
den Figuren 1 und 2 beschrieben. Lediglich der PCR- 
Reaktionsansatz erfolgt wie in der nachfolgenden Ta- 
belle: 



Volumen Endkonz . 



gDNA- Temp late 


22,5 ial 




Taq-Puf fer 


5 pi 


1 X 


MgCl 2 


3 yil 


1,5 mM 


Nukleotide 


1 ui 


200 yM 


Primer XI 


1 Pi 


0,1 jjM 


Primer X2 


1 Pi 


0,1 \M 


Primer Yl . 


1,5 ill 


0,15 pM 


Primer Y2 


1,5 ill 


0,15 yM 


H 2 0 


13,0 ]il 


2,5 U 


Taq-Polymerase 


0,5 pi 


Reaktionsvolumen 


50 ial 
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Die Auswertung der PCR-Ansatze erfolgte tiber eine 
ABI-Fragmentanalyse wie oben beschrieben. Die einzel- 
nen PCR-Ansatze wurden dabei zunachst unverdlinnt ein- 
gesetzt, wobei ftir die ABI-Fragmentanalyse jeweils 
1 ]il verwendet wurde. 

Figur .5 zeigt nun in Figur 5A eine erste Probe aus 
dem Vollblut einer Schwangeren, die einen weiblichen 
F5tus trug. Figur 5B zeigt die Ergebnisse einer Probe 
einer Schwangeren, die einen mannlichen FStus trug. 
Die Geschlechts-Typisierung der Foten wurde durch 
zytogenetische Standardverf ahren nach Amniozentese 
verifiziert. Die mtitterliche Blutprobe wurde dabei 
jeweils in der 15. Schwangerschaf tswoche genommen. 

Figur 5 zeigt nun, dali, wie zu erwarten, ftir den 
weiblichen FOtus lediglich ein Peak bei 207 Basenpaa- 
ren beobachtet wird, w&hrend in Figur 5B ftir den 
mannlichen F5tus 2 Spitzen bei 207 Basenpaaren und 
248 Basenpaaren ermittelt werden. Es handelt sich al- 
so in Figur 5B eindeutig um einen mSnnlichen FStus. 
Figur 5C zeigt demgegentiber eine Kontrollprobe, die 
keinerlei DNS aufwies. Dementsprechend wurden auch 
durch die PCR keine Fragmente vervielf altigt, so dafi 
in Figur 5C lediglich die Marker- Fragmente zu erken- 
nen sind. 

Dadurch, dafi die vorliegende Erfindung ein entspre- 
chendes Kit zur Durchftihrung des Verfahrens zur Ver- 
ftigung stellt, ist es nunmehr jedem Laborarzt oder im 
medizinischen Bereich tatigen Labor, beispielsweise 
humahgenetischen Labors, ohne weitere Entwicklungsta- 
tigkeit ohne weiteres mSglich, auf einfache Weise ei- 
ne Geschlechtsbestimmung ftir einen Ftttus durchzuftih- 
ren, bei dem die Risiken herkommlicher Techniken. aus- 
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geschlossen werden konnen. Weiterhin ermSglicht das 
erfindungsgemSfie Kit eine sehr rasche Geschlechtsbe- 
stiinmung zum frtihest mSglichen Zeitpunkt der Schwan- 
gerschaft, Der frtihest mdgliche Zeitpunkt ist dabei 
nicht durch das erf indungsgem&Jie Verfahren oder den 
erf indungsgemafien Kit eingeschrankt, sondern im we- 
sentlichen durch gesetzliche Regelungen, die erst ab 
einem bestimmten Zeitpunkt der Schwangerschaft eine 
Geschlechtsbestimmung erlauben. Eine Geschlechtsbe- 
stimmung ist beispielsweise gesetzlich in der Bundes- 
republik Deutschland erst nach Ablauf des ersten Tri- 
mesters der Schwangerschaft erlaubt. Dann jedoch ist 
eine rasche und sehr prazise und risikolose Bestim- 
mung des Geschlechtes des F5tus nunmehr moglich. 
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Pafrftntanflprflche 

1. Diagnose-Kit ftir die Bestimmung des Geschlechtes 
eines menschlichen Fotus mit 

mindestens einem ersten Paar Oligonukleotide 
(Reverseprimer, Forwardprimer) , 

wobei die beiden Oligonukleotide des ersten Paa- 
res als Primer. zur Amplif ikation mittels Polyme- 
rasekettenreaktion jeweils eines der beiden kom- 
plementaren Strange eines gesuchten DNS- 
Abschnittes geeignet sind, und 

wobei der gesuchte DNS-Abschnitt Teil der DNS 
des menschlichen Y-Chromosoms ist. 

2 . Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daft es mindestens ein 
zweites Paar Oligonukleotide (Reverseprimer, 
Forwardprimer) enthalt, 

wobei die beiden Oligonukleotide des zweiten 
Paares als Primer zur Amplif ikation mittels Po- 
lymerasekettenreaktion jeweils eines der beiden 
komplementaren Strange eines weiteren gesuchten 
DNS-Abschnittes geeignet sind, und 
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wobei der weitere gesuchte DNS-Abschnitt Teil 
der DNS des menschlichen X-Chromosoms ist. 

3, Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet, daJi es die zur 
Durchftihrung einer Polymerasekettenreaktion er- 
forderlichen Substanzen enthait. 

.4, Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet, daii es als zur 
Durchftihrung einer Polymerasekettenreaktion er- 
forderliche Substanzen eine Puf f erltfsung, Mag- 
nesiumchlorid, Desoxynukleotid-Triphosphate, so- 
wie eine hitzestabile Polymerase enthait. 

5. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daJl es als hitzestabile 
Polymerase eine Polymerase aus Thermus aquaticus 
(Taq-Polymerase) enthait. 

6, Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprtlche, dadurch gekennzeichnet, daJ3 zumindest 
eines der beiden Oligonukleotide eines Paares 
von Oligonukleotiden mit einem Fluorophor mar- 
kiert ist. 
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7. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprtlche, dadurch gekennzeichnet, dafi es als Po- 
sitivkontrolle eine DNS- Probe mit dem gesuchten 
DNS-Abschnitt des X-Chromosoms und/oder des Y- 
Chromosoms enthait, 

8. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daii die DNS-Probe eine 
klonierte DNS-Probe 1st. 

9. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet, daii zumindest 
jeweils eines der beiden Oligonukleotide des er- 
sten und/oder des zweiten Paares von Oligonu- 
kleotiden mit Fluorophoren markiert sind. 

10. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daJJ die Oligonukleotide 
des ersten und des zweiten Paares mit denselben 
Fluorophoren markiert sind. 

11. Diagnose-Kit nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Oligonukleotide des ersten und 
des zweiten Paares mit verschiedenen Fluoropho- 
ren markiert sind. 

12. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprttche, dadurch gekennzeichnet, dafi die Oligo- 
nukleotide des ersten Paares folgende Sequenzen 
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aufweisen: 

GAA TGT ATT AGA ATG TAA TGA ACT TTA und 
TTC CAT TCC ATT CCA TTC CTT TCC TTT . 

13. Diagnosekit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dafl das Oligonukleotid 
mit folgender Sequenz 

TTC CAT TCC ATT CCA TTC . CTT TCC TTT 

mit dem Fluorophor Carboxyfluorescein markiert 

ist. 

14, Diagnose-Kit nach einem der Ansprtiche 2 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Oligonukleotide 
des zweiten Paares folgende Sequenzen aufweisen: 
CTG TGC TCT CAA AAC CCA CC und 

CAC TGC AGC AAT AAA ATA GT. 



15. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dafl das Oligonukleotid 
mit der Sequenz 
CTG TGC TCT CAA AAC CCA CC 

mit dem Fluorophor 4, 7, 2 ' , 4 ' , 5 ' , 7 ' -Hexachloro-6- 
Carboxyfluorescein markiert ist. 



16. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet, dafi es 

eine Anleitung zur Durchftlhrung einer DNS- 
Isolierung und/oder 

eine Anleitung zur Durchftlhrung der Polymer- 
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asekettenreaktion und/oder 

eine Anleitung zur Durchftthrung einer Fragment- 
analyse enthalt. 

17. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprtlche, dadurch gekennzeichnet, dafi es ein 
Schema zur Auswertung der erhaltenen Meflergeb- 
nisse enthalt. 

18-. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet, daJ3 es einen 
Nucleinsaure-Mikroarray (DNS-Chip) enthalt, wo- 
bei der Array eine Anzahl Zellen (Felder) auf- 
weist und in mindestens einer Zelle ein Oligonu- 
kleotid angeordnet ist, das mit dem gesuchten 
DNS-Abschnitt hybridisiert • . 

19. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dafi in mindestens einer 
weiteren Zelle des Mikroarrays ein weiteres Oli- 
gonukleotid angeordnet ist und die Sequenz des 
Oligonukleotides, das in der mindestens einen 
Zelle angeordnet ist, sich von der Sequenz des 
weiteren Oligonukleotides unterscheidet . 

20. Diagnose-Kit nach einem der beiden vorhergehen- 
den Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, dafi in 
mindestens zwei Zellen jeweils ein Oligonukleo- 
tid angeordnet ist, wobei die in verschiedenen 
Zellen angeordneten Oligonukleotide jeweils mit 
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verschiedenen gesuchten DNS-Abschnitten hybridi- 
sieren. 

21. Mikroarray, beispielsweise DNS-Chip, mit einer 
Anordnung von mehreren, voneinander getrennten 
Zellen (Feldern), dadurch gekennzeichnet, dafi in 
mindestens einer Zelle ein Oligonukleotid ange- 
ordnet ist, das mit einem DNS-Abschnitt hybridi- 
siert, der Teil des menschlichen Y-Chromosoms 
ist. 

22. Mikroarray nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi in mindestens einer weiteren Zelle 
ein weiteres Oligonukleotid angeordnet ist, wo- 
bei die Sequenz des Oligonukleotides, das in der 
mindestens einen Zelle angeordnet ist, sich von 
der Sequenz des weiteren Oligonukleotides unter- 
scheidet . 

23. Mikroarray nach Anspruch 21 oder 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi in mindestens zwei Zellen je- 
weils ein Oligonukleotid angeordnet ist, wobei 
die in verschiedenen Zellen angeordneten Oligo- 
nukleotide mit verschiedenen gesuchten DNS- 
Abschnitten hybridisieren. 

24. Verfahren zur Bestimmung des Geschlechtes eines 
menschlichen Fetus, dadurch gekennzeichnet, dafi 
in einer maternalen Blutprobe mindestens ein ge- 
suchter DNS-Abschnitt, der Teil der DNS des 
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mens chli chen Y-Chromosoms ist, durch eine Poly- 
merase-Kettenreaktion mittels mindestens eines 
Paares von Oligonukleotiden amplif iziert wird, 
wobei die beiden Oligonukleotide des mindestens 
einen Paares zur Amplif ikation jeweils eines der 
komplementaren Strange des gesuchten DNS- 
Abschnittes geeignet .sind, und 

zuletzt die amplif izierte DNS nachgewiesen wird. 

25. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi vor der Amplif ikation 
die DNS-haltigen Bestandteile in der maternalen 
Blutprobe zuerst auf konzentriert werden. 

26. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi zur Auf konzentration 
der DNS-haltigen Bestandteile eine Sedimentation 
der maternalen Blutproben (Blutsatz) durchge- 
ftihrt wird. 

27. Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden 
Ansprtlche, dadurch gekennzeichnet, dafi zur Auf- 
konzentration der DNS-haltigen Bestandteile eine 
Lyse darin enthaltener nukleierter fotaler 
Erythrozyten durchgefiihrt ' und anschliefiend die 
zellfrei vorliegende DNS abzentrifugiert und fttr 
die weitere Diagnose gewonnen wird. 



28. 



Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeich- 
net,, dafi aus der maternalen Blutprobe das Blut- 
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plasma/Blutserum gewonnen wird und anschlieBend 
die gesuchten DNS-Abschnitte durch eine Polyme- 
rasekettenreaktion mittels der in dem Kit ent- 
haltenen Oligonukleotide amplifiziert werden und 
zuletzt die amplif izierte DNS nachgewiesen wird, 

29. Verfahren nach einem der Ansprtiche 24 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet, dali zum Nachweis der am- 
plifizierten DNS die von f luoreszenzmarkierten 
Oligonukleotiden abgegebene Fluoreszenzstrahlung 
erfafit wird. 

30. Verfahren nach einem der Ansprtiche 24 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, dafi ein Kit nach einem 
der Ansprtiche 1 bis 17 verwendet wird. 

31. Verwendung eines Kits, eines Oligonukleotid- 
Mikroarray und/oder eines Verfahrens nach einem 
der vorhergehenden Ansprtiche zur pranatalen, 
nicht-invasiven Bestimmung des Geschlechtes ei- 
nes menschlichen F6tus . 

32. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch zur 
pranatalen, nicht-invasiven Bestimmung des Ge- 
schlechtes eines menschlichen Fotus aus einer 
maternalen Blutprobe. 
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